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　わが国では，平成14年4月より，消費者に信頼される
安全で安心な食品の確保を図るために食品表示が改正され
た1）．これにより，生産履歴に関する情報として製晶に使
用されている主要原材料に係る原産地表示が義務化される
こととなった．北海道においても，食の安全・安心条例や
遺伝子組換え作物の栽培条例が制定・施行され，道産食品
の安全・安心，信頼の確立を推進している．しかし，食品
の偽造表示問題などが繰り返し発生していることから，消
費者の食品の安全性に対する危惧は解消されていない．こ
のようなことから，消費者の不安を払拭し，食品の安全・
安心に対する信頼を確保するためには，製品に使用されて
いる主要原材料に係る原産地表示を保証するためのトレイ
サビリティシステムを充実させる必要がある．特に，製品
の形状に左右されることのないDNAを検知マーカーとし
て用いる食品原材料の品種・系統を識別する検査技術の確i
立が生産・流通でのトレイサビリティシステムに求められ
ている．
　最近，食品原材料の品種・系統を識別する手法として，
Inter－sirnple　Sequence　Repeat　Polymorphism（ISSRP）
法が用いられるようになってきた．ISSRP法は，　DNA
の繰り返し配列に挟まれた領域のDNA断片長の多型を比
較解析する方法であり，PCRとアガロースゲル電気泳動
法を組み合わせることにより迅速に品種・系統を識別する
技術である2β）．また，晶種・系統に特異的なISSR－DNA
フラグメントを指標DNAマーカーとしてISSRP法を用
いることにより，他品種・系統の混入の有無を容易に検知
することができる．
　著者らは，ISSR－DNAフラグメントを検知マーカーと
する北海道産ダイズならびに遺伝子組換え体混入ダイズの
識別法を確立することを試みている．その一環として，輸
入ダイズを識別するための指標ISSR－DNAマーカーを探
索しているが，アメリカ産ダイズT219品種（米国，
Nevada大学，　B．　K．　Vigによる選抜晶種4））に見いだされ
たISSR－T219　DNAフラグメント（ISSR－T219）は，そ
の候補DNAマーカーの一つと考える．今回，国内産ダイ
ズと輸入ダイズにおけるISSR－T219の有無について検討
したので報告する．
方 法
1．材料
　国内産ダイズは，国内の種苗会社及び生活共同組合から
購入した20検体を使用した．一方，輸入ダイズは，当所
遺伝子工学科において平成17年度及び18年度に実施され
た「遺伝子組換えダイズ混入の検査」に使用されたダイズ
穀粒（100検体）を用いた．
2．DNAの調製
　DNAの調製は，厚生労働省「組換えDNA技術応用食
品の検査」及び農林水産省消費技術センター「JAS分析
試験ハンドブック遺伝子組み換え食品検査・分析マニュア
ル」に従って行った5・6＞．最初に，ダイズ粉末2gを50　mし
のチューブにとり，Cetyltrimethylammonium　bromide
（CTAB）法を用いてDNAを抽出・精製した．　DNA溶
出液は，260nmと280　nmの吸光度を測定し，　DNAの濃
度を算出した後，20ng／mしのDNA溶液を調製し，一
20℃で保存した．
3．PCR
　PCR反応には，　AmpliTaq　Gold（Applied　Biosystelns
社製）を使用した．DNA増幅のためのPCR反応液は，
DNA溶液（20　ng／μL）1．0μしに10×緩衝液2．5μL，
dNTPs（2μmo1／lnL）2．0μL，20　pM　SSR－14（5’一AGA
一105一
GAGAGAGAGAGAGCG－3〆）プライマー0．5μL，　Ampli－
Taq　Gold（250　Units）0，2μLを加えて滅菌蒸留水にて全
量を25μしとした．PCR反応は950Cで10分間保った後，
95℃30秒間，65℃30秒間，72℃40秒間を1サイクル
として40サイクル，最後に72℃7分間の条件で行った．
4．ISSR－T219のDigoxigenin（Dig）標識
　PCR反応によりダイズT219品種のDNAより調製さ
れたISSR－T219をTaKaRa　Easy　Trap　ver．2（TAKAR－
ABio社製）を用いて精製した後，　Dig標識した．　Dig標
識には，Dig　DNA　Labeling　Kit（Roche－Diagnostics社
製）を使用した．最初に，ISSR－T219（1μg／μL）5μL
をマイクロチューブにとり，滅菌蒸留水を加えて10μし
とした．これに，Hexanucleotide　lnix　2μL　dNTP
Labeling　mix　2μL　KIenow　enzyme　labeling　grade　2μL
を添加混合して，37℃，20時間反応させた後，65℃，10
分間処理して反応を停止させた．Dig標識したISSR－
T219（Digプローブ）は，一20℃で保存した．
5．Dig一プローブによるサザンハイブリダイゼーション
　Dig一プローブによるサザンハイブリダイゼーションは，
Dig　DNA　Detection　Kit（Roche－Diagnostics社製）を使
用して行った．最初に，PCR増幅産物5μLを1．5％アガ
ロースゲルに負荷して，100V，25分間の電気泳動を行っ
た．電気泳動後，ゲルを0．2MNaOH－0，6M　NaCl溶液
351nしにて1時間，次いで0．24　M　Tris－HC1（pH　7．5）一
〇．6MNaCl溶液35　mしによる中和処理を30分間行った．
中和処理を再度行ってからゲルをサザントランスファー装
置にセットした．ゲルの上にナイロンメンブレン
（Roche－Diagnostic社製），次に3MMろ紙，ペーパータ
オル，重し（約500g）を載せた．室温にて一夜処理した
ナ’イロンメンブレンを10×NaC1－Trisodium　citrate　dihy－
drate（SSC）溶液で5分間処理した後，　FUNA－UV－
Linker　FS－800（フナコシ社製）にでUV架橋処理を行っ
た．
　サザンハイブリダイゼーションは下記のようにして行っ
た．UV架橋処理を行ったメンブレンをハイブリダイゼー
ション用チューブに入れ，Dig　Easy　Hyb（Roche－
Diagnostic社製）15　mLを加えてDNA　OVEN　DOR－4A
（KURABO社製）を用いて65℃で前処理を行った．30分
後，前処理に用いたDig　Easy　Hybを除き，　Digプローブ
（10ng／mL）を含んだDig　Easy　Hyb溶液20　mLを添加
して，65℃で6時間ハイブリダイゼーションさせた．サザ
ンハイブリダイゼーションを行ったメンブレンを高ストリ
ンジェンシーの洗浄に供した後，1×洗浄用バッファーに
5分間浸してから1×ブロッキング溶液で30分間，次い
で抗体溶液にて30分間順次処理した．さらに，メンブレ
ンを1×洗浄バッファーで30分間洗浄処理した後，1×
検：出用バッファーで平衡化し，室温にて一夜発色反応させ
た．
結果及び考察
　今回実験に使用した国内産ダイズの20検体にはチャ豆
系2検体とクロ豆系3検体が含まれていた．また，平成
17年度の輸入ダイズは，米国産27検体，カナダ産14検：
体，中国産9検体であり，平成18年度分は，米国産25検：
体，カナダ産12検体，中国産13検体であった．これらの
国内産ダイズと輸入ダイズ穀粒よりDNAを抽出して，
SSR－14増幅プライマーを用いてPCRを行った後，アガ
ロースゲル電気泳動を行い，Dig一プローブを用いたサザ
ンハイブリダイゼーションによりISSR－T219を確認した．
アガロースゲル電気泳動及びハイブリダイゼーションの結
果は，Fig．1及び2に示した．　lssR－T219は約1，000
ベースの塩基よりなるが，Dig一プローブは，このDNA
フラグメントとハイブリダイゼーションすることが確認さ
れた．なお，今回の確認実験に用いたDig一プローブは，
550bpのDNAフラグメントにも結合することが認めら
れた．これは，550bpフラグメントにも1，000　bp　DNA
フラグメントと同じ塩基配列が存在していたためと考える．
　Fig．1及び2に示したように，輸入ダイズ100検体
（レーンNo．1～100）中83検体にISSR－T219が確認さ
れた．ISSR－T219が確認された検体の内訳は，米国産37
検：体，カナダ産24検体，中国産21検体であった．米国産
輸入ダイズ検体の72％，カナダ産及び中国産輸入ダイズ
検体ではそれぞれ92％，95％にISSR－T219が存在してい
ることが明らかになった．一方，国内産ダイズ20検体
（レーンa～t）でISSR－T219が確認されたのは，チャ
豆系2品種と黒豆系1品種，それに米国にて品種改良され
国内にて市販されている1品種を加えた4検体（レーンd，
e，i及びn）であった（Fig．1，2）．これらの結果は，
ISSR－T219がチャ豆系や黒豆系品種といったダイズのみ
で検知される国内産に比べて，輸入ダイズにより特異的な
ISSR－DNAフラグメントであることを示している．従っ
て，今後より多くの国内産ダイズでのISSR－T219の確認
試験を必要とするものの，米国，カナダ，中国から輸入さ
れるダイズの検：知DNAマーカーの一つとしてISSR－
T219が使用可能であると考える．
　一方で，輸入ダイズ中Dig一プローブの結合が確認され
なかった17検体は，カナダS1990，カナダユキヒメ，中
国小粒品種，それに米国産の自然交配品種，FGI，珠美人
（米国オハイオホンダホールディングの改良品種），黒目
P93582，白目SO880，ランドマーク，　LA2017（商品名ワ
ンダー）そしてAslvow2247の11品種であった．原産国
のダイズ輸出に係る送付書によると，Fig．1のNo．49と
Fig．2のNo．91試料もIssR－T219が存在しない米国産ダ
イズLA2017と白目SO880であることが記されていた．
しかし，Fig．1及び2に示されたようにNo．49とNo．91
には，ISSR－T219が検知された．今回の実験に供した検
体は，平成17，18年度に実施された「遺伝子組換えダイ
ズ混入の検：査」に用いられたものと同じ試料である．当該
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　Fig．1　Electropherogram　of　PCR　Products　Amplified　by　SSR一ユ4　Primer（A）
　　　　and　Southern　Hybridization　with　ISSR－T219　Probe（B）
Samples　a－j：Domestic　soybeans，　Samples　No．1－50：lmported　soybeans，　M：1K　bp　ladders，
T219：Soybean　T219　strain（Positive　contro1），｛＝ISSR－T219　DNA　fragment．
検査においてNo．49とNo．91には，微量ではあるが遺伝
子組換えダイズの混入が確認されている（データ未発表）．
従って，No．49とNo．91にてISSR－T219が検知されたの
は，遺伝子組換えダイズの混入によるものと考える．
　ISSRP法は，インゲンマメ類の識別法として極めて有
効な手法であることが知られているが7），著者らは，米国，
カナダ，中国からの輸入ダイズを識別するのにもISSRP
法の応用が有用であることを確認した．また，遺伝子組換
え体の混入についてもISSR－T2ユ9が検知マーカーとして
使用できる可能性を明らかにした．しかし，今回の調査に
より国内産ダイズと同様にISSR－T219を持たないダイズ
品種が輸入されていることも確認できたことから，輸入ダ
イズを確実に識別するためにはISSR－T219に加え，新た
な検知用ISSR－DNAマーカーを検討していく必要がある
と考える．
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　Fig，2　Electropherogram　of　PCR　Products　Amplified　by　SSR－14　Primer（A）
　　　　　and　Southern　Hybridization　with　ISSR－T219　Probe（B）
Salnples　k－t：Domestic　soybeans，　Samples　No．51－10011mported　soybeans，　M：1K　bp　ladders，
T219：Soybean　T219　strain（Positive　contro1），く：ISSR－T219　DNA　fragment，
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